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SAMENVATTING
In dit proefschrift wordt onderzoek beschreven naar de aerobe
mineralisatie van aminozuren in natuurlijke aquatische milieus.
In hoofdstuk I wordt aan de hand van literatuurgegevens de opname
besproken van opgeloste organische koolstof door bacteriën, phytoplankton en
evertebraten. Vele mariene evertebraten kunnen uit het omringende zeewater
opgeloste organische koolstoÍ opnemen. Bij evertebraten uit zoet water
verloopt deze opname met aanzienlijk geringere snelheid of is geheel afwezig.
Opgeloste organische koolstof heeft voor evertebraten betekenis als additione-
le voedingsbron, vooral bij een tekort aan partikel gebonden organische
koolstof.
Sommige phytoplanktonsoorten kunnen heterotroof in het donker
groeien, waarbij opgeloste organische verbindingen als koolstof- en energiebron
gebruikt worden. Het aantal organische verbindingen waarmee heterotrofe
groei mogelijk is, is zeer beperkt. Vele phytoplanktonsoorten kunnen opgeloste
organische verbindingen in het licht opnemen. Deze substraten worden dan
benut als additionele koolstof- of stikstofbron.
Heterotrofe bacteriën beschikken over opnamesystemen die aange-
past zijn aan zeer lage substraatconcentraties. Experimenten waarbij water-
monsters gefiltreerd worden over een serie filters met afnemende poriegroot-
te, waarna in het filtraat de opname van opgeloste organische stof wordt
bepaald, tonen aan dat onder natuurlijke omstandigheden de opname van
opgeloste organische koolstof een voornamelijk bacteriëel proces is. De
resultaten van experimenten waarbij met autoradiografische technieken
onderscheid gemaakt kan worden in de opname van opgeloste organische stof
door bacteriën en phytoplankton, zijn hiermee in overeenstemming.
Het in dit  proefschrif t  beschreven onderzoek was er in eerste
instantie op gericht een beter inzicht te verkrijgen in de rol die de
verschillende componenten van de bacteriële populatie spelen bij de minerali-
satie van aminozuren in natuurlijke aquatische milieus. Om een indruk te
verkrijgen van de diversiteit binnen de populatie ammonificerende bacteriën
werden uit het Haringvliet bacteriën geiboleerd op een medium met één
aminozuur als enige koolstof-, stikstof- en energiebron (hoofdstuk 2). De
isolatie werd uitgevoerd met 19 in de natuur voorkomende aminozuren door
monsters direct uit te platen en door het uitvoeren van ophopingen in batch- en
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continu-cultures. Op deze wijze werd per aminozuur gemakkelijk een aantal,
op grond van de koloniemorfologie, verschi l lende bacteriestammen verkregen.
De diversiteit  binnen de populat ie van ammonif icerende bacteriën werd nader
omschreven door van 68 van de totaal 169 gei'soleerde stammen het gebruik
van 4l verschi l lende organische verbindingen als enige koolstof- en energiebron
te bepalen. Binnen de groep van onderzochte organismen is nauwelijks sprake
van enige specif ici teit  ten aanzien van het substraat. Van de onderzochte
organismen beschikt 83 % over het vermogen om op 50 - 83 96 van de geteste
organische verbindingen als enige koolstof- en energiebron te groeien. Bi j
organismen met een substraatpreferentie bestaat deze meestal niet voor
aminozuren, maar juist voor andere organische verbindingen. De populat ie van
ammonif icerende bacteriën in natuurl i jke wateren bl i jkt te bestaan uit  een
groot aantal verschi l lende organismen met geringe onderl inge verschi l len in
het vermogen tot het gebruik van een groot aantal substraten. Daarnaast
wijzen de eerste resultaten van een aantal tel l ingen uit  dat nagenoeg de gehele
populat ie van heterotrofe bacteriën aminozuren kan benutten voor de groei.
In hooÍdstuk 3 wordt onderzoek beschreven naar de bacteriële opname
van aminozuren in het Haringvl iet en de Grevel ingen, welke opname bepaald
werd met l4c-gelabelde aminozuren.
Asparaginezuur werd het sterkst verademd en wel voor circa 80 '%;
voor leucine was het respirat iepercentage het laagste (24 %), terwij l  voor
glycine (66 %) en hist idine (66 %) tussenliggende waarden gevonden werden.
Een Chlorel la-eiwithydrolysaat werd in de Grevel ingen minder sterk verademd
dan in het Haringvl iet (43 % versus 63 %).
Uit de maximale opnamesnelheid kan de potentiële opname over de
gehele meetperiode van één jaar berekend worden. Hieruit  wordt een indruk
verkregen van het relatieve belang van de verschillende deelpopulaties in de
totale koolstofmineralisatie. De potentiële jaaropname was het grootste voor
het eiwithydrolysaat, gevolgd door asparaginezuur. Voor glycine en leucine
werden aanzienlijk lagere waarden gevonden. De potentiële jaaropname voor
asparaginezuur en het eiwithydrolysaat in het Haringvliet was hoger dan die in
de Grevelingen, hetgeen verklaard kan worden uit de sterkere eutrofiëring van
het Haringvliet.
De potentiële jaaropname Bemeten met het l4C-gelabelde eiwithy-
drolysaat bedraagt slechts 3.7 % (Haringvliet) en 2.8 % (Grevelingen) van de
hoeveelheid gemineraliseerde koolstof, die berekend werd uit de zuurstofcon-
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sumptie. Deze percentages zijn onwaarschijnlijk laag wanneer in aanmerking
genomen wordt dat de organische stof van levend phytoplankton en zooplank-
ton voor circa 35 - 55 % uit eiwit bestaat én dat de aerobe afbraak van
aminozuren een algemeen voorkomende eigenschap is binnen de populatie van
heterotrofe bacteriën. Bovendien zal de opnamesnelheid in situ aanzienlijk
lager zijn dan de uit de experimenten berekende maximale opnamesnelheid.
Bij deze in situ metingen van de opnamesnelheid van l4c-gelabelde
aminozuren werden substraatsaturatie-constantes gevonden in het nM-gebied,
terwijl de substraatsaturatie-constante voor de groei van bacteriepopulaties
onder een koolstoflimitatie in het UM-gebied ligt, hetgeen ook geldt voor de
substraatsaturatie-constante voor het transport van aminozuren door de
celmembraan. Om een beter inzicht te verkrijgen in het verband tussen het via
de toegepaste methodiek bepaalde opnameproces en de activiteit van de
bacteriële populatie in situ werd deze methodiek aan een nader onderzoek
onderworpen (hoofdstuk 4). Hiertoe werd, omdat uit het in hoofdstuk 2
beschreven onderzoek gebleken was dat histidine door het overgrote deel van
de populatie ammonificerende bacteriën voor de groei benut kan worden, een
op histidine gei'soleerde bacteriestam (HIS 42) gekweekt in een chemostaat met
histidine als groeibeperkend substraat. In monsters uit deze continu-cultuur
werd de opname van histidine bepaald ..t l4c-g"labeld histidine en door
meting van de zuurstoÍopnamesnelheid. De maximale specifieke groeisnelheid
van HIS 42 voor de groei op histidine was 0.20 uur-I, terwi.ll de substraatsatu-
ratie-constante voor de groei onder een histidine beperking 20 (+ 6) UM
hist idine bedroeg.
Voor de opname u"n l4c-g"labeld histidine werd een Kr-waarde
gevonden van 12.8 - 78.6 nM histidine. Bij de hogere groeisnelheden was de
gemeten maximale opnamesnelheid van histidine lager dan de opnamesnelheid
in de cultuur. Het percentage verademd substraat OS - gl %) was 30 % tot
40 % hoger dan de vergelijkbare waarde voor de cultuur.
Voor de opname van histidine bepaald via de zuurstofopnamesnelheid
werd een substraatsaturatie-constante gevonden van 1.7 - 10.5 UM histidine; de
maximale opnamesnelheid was bij alle experimenten groter dan de opnamesnel-
heid van histidine in de cultuur. De histidine-opname snelheid bleek een betere
weergave te zijn van de histidine-opname in de cultuur dan de histidine-
l h
opname bepaald met "C-gelabeld substraat.
De verkregen resultaten tonen tevens aan dat de interpretatie van de
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parameters, die verkregen worden uit de bepaling van de activiteit van de
populat ie heterotrofe bacteriën met l4c-gelabelde organische verbindingen,
onduidelijk is. Het is met de nu beschikbare gegevens niet mogelijk een
verband aan te geven tussen dit opnameproces en het metabolisme van de
bacteriële populatie.
Ammonificerende bacteriën kunnen een groot aantal organische
verbindingen gebruiken als enige koolstof- en energiebron (hoofdstuk 2). Dit
doet vermoeden dat deze bacteriën onder natuurlijke omstandigheden een
aantal verschillende organische verbindingen simultaan zullen opnemen. Er
werd een aantal oriënterende experimenten uitgevoerd om te bepalen of de
concentratie van de enzymsystemen, die nodig zijn voor de opname van
verschillende substraten en de daarop volgende verwerking in ademhalings-en
biosyntheseprocessen, afhankelijk is van de specifieke groeisnelheid (hooÍdstuk
5). Hierbij werd ook nagegaan in hoeverre organismen, die op één aminozuur
gekweekt worden, in staat zijn een aantal verschillende substraten op te
nemen. Hiertoe werd HIS 42 gekweelct in een continu-cultuur met histidine als
groeibeperkend substraat. In monsters uit deze continu-cultuur werd ."t l4C-
gelabelde substraten de opnamekinetiek bepaald voor histidine (hoofdstuk 4),
glycine, leucine, asparaginezuur, Chlorella-eiwithydrolysaat, glucose en ace-
taat.
Bi j  een specif ieke groeisnelheid van 0.01 - 0.1 uur- l  werd bi j  HIS 42
een constant niveau aangetoond van de enzymsystemen die betrokken ziln bij
de opname en verdere verwerking van substraten, die verschillen van het
groeibeperkend substraat. Verder onderzoek met noB een aantal andere
organismen en toepassing van verschillende kweekomstandigheden is echter
noodzakelijk om te kunnen beoordelen oÍ dit een algemeen voorkomend
verschi jnsel is.
Wel maken de verkregen resultaten duidelijk dat onder natuurlijke
omstandigheden zeer waarschijnlijk een aantal verschillende substraten simul-
taan worden opgenomen. Immers, over een breed traject van speciÍieke
groeisnelheden (0.01 - O.l uur-l) kon het gebruik aangetoond worden van een
aantal organische substraten die verschillen van het groeibeperkend substraat
in ademhalings- en biosyntheseprocessen.
